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摘要 目的：通过建立开放式三明治酶联免疫分析方法（OE-ELISA），对雌二醇进行检测。 方法：通过基因拼接构建质粒后在原
核表达系统中制备小分子泛素相关修饰物蛋白-大肠杆菌麦芽糖结合蛋白-抗体轻链可变区（sumo-MBP-VL）和碱性磷酸酶-抗
体重链可变区（ALP-VH）融合蛋白，并从产量和可溶性角度对两种蛋白的表达条件进行优化。 将得到的两种蛋白纯化后分别作
为包被抗体和酶标抗体，建立检测雌二醇的 OE-ELISA 方法。应用竞争 ELISA 和 OE-ELISA 测定不同浓度的雌二醇标准品，绘
制标准曲线并计算两种方法的敏感性。 结果：在质粒中加入 sumo 标签后，实现了 sumo-MBP-VL 融合蛋白的可溶性表达。 在
Rosetta宿主菌中 37℃诱导后得到大量的 ALP-VH 和 sumo-MBP-VL 融合蛋白。 OE-ELISA 测定雌二醇标准品的标准曲线为 y=
0.029 6x+1.302 9，r2=0.9961，敏感性为 532 pg/mL，优于竞争 ELISA 803 pg/mL 的敏感性。 结论：成功建立了检测雌二醇的 OE-
ELISA 方法。
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Application of open sandwich ELISA on detection of estradiol
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Abstract Objective：To detect estradiol by establishing open sandwich immunoassay（OE-ELISA）. Methods: Alkaline phosphatase-
heavy chain variable area（ALP-VH）and small ubiquitin-related modifier protein-maltose binding protein-light chain variable area
（sumo-MBP-VL）fusion proteins were prepared in the prokaryotic expression system after gene splicing to construct the plasmid，and the
expression conditions of the two proteins were optimized from the perspective of yield and solubility. The two proteins which were purified
were used as coated antibodies and enzyme-conjugated antibodies to establish an OE-ELISA method for detection of estradiol. Competitive
ELISA and OE-ELISA were used to determine different concentrations of estradiol standard products，and the sensitivity of the two methods
was calculated by drawing standard curves. Results: The soluble expression of sumo-MBP-VL fusion protein was achieved by adding sumo
tag to plasmid. A large number of ALP-VH and sumo-MBP-VL fusion proteins were induced at 37℃ in Rosetta host bacteria. The standard
curve of OE-ELISA for determination of estradiol standard products was y=0.029 6x+1.302 9，r2=0.9961，and the sensitivity was 532 pg/mL，
whichwas better than that of competitiveELISA（803pg/mL）.Conclusion:AnOE-ELISA for estradiol detectionwas successfully established.
Key words OE-ELISA；estradiol；competitive ELISA；sumo tag

雌二醇是一种类固醇激素，其结构为小分子化

合 物 [1]。临床检测雌二醇时由于其抗体结合 位点少，

多采用适合 半抗原的竞争性免疫分析方法[2-3]。竞争

性酶 联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent
assay，ELISA）由于无法检测微量 的抗原，所以认为

其敏感性会低 于非竞争性免疫分析[4]。

开放式三明治酶 联免疫分析（open sandwich
ELISA，OE-ELISA）最早在 1996年由 Ueda等[5]提出。

本实验通过将抗体重链可变区（heavy chain variable

area，VH）片段与碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
ALP）连接，抗体轻链可变区（light chain variable
area，VL）片段与大肠杆菌 麦芽糖结合 蛋 白（maltose
binding protein，MBP）和小分子泛素相关修饰物 蛋

白（small ubiquitin-related modifier protein，sumo）连

接，来建立检测雌二醇的 OE-ELISA 方法。并从检

测敏感性角度对 比竞争 ELISA 与 OE-ELISA。为各

种抗原，特别是分子量 小于 1 000的小分子物 质进行

非竞争性夹心检测奠定 实验基础。

1 材料与方法
1.1 材料 抗雌二醇单克隆抗体 T18 株由本实验

室保存；质粒载体 pET28a（+）购自南京金斯瑞有限
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注：M：Maker；T：细菌 沉淀；S：细菌 上 清液；ALP-VH：碱性磷酸
酶 -抗体重链可变区
图 1 ALP-VH融合蛋白表达
Fig 1 Expression of ALP-VH fusion protein

公司；大肠杆菌 Rosetta（DE3）和 BL21（DE3）菌 株购

自天根生化科技（北京）有限公司；HisTrapTM HP 镍

柱购自 GE Healthcare 公司；Estradiol-ALP 试剂 由

博奥赛斯（天津）生物 科技有限公司馈赠；实验用雌

二醇标准品及其他生化试剂 购自索莱宝生物 科技

有限公司。

1.2 方法
1.2.1 质粒的构建 通过测序确定 单克隆抗体 T18
株的VH和VL基因序列。在 pET28a（+）质粒载体上 分

别拼接 3段序列，即：VH 序列与 ALP 序列（GenBank：
AZR39392.1），VL 序 列 与 MBP 序 列（GenBank：
AHM36606.1），VL 序列、MBP 序列与 sumo 序列

（GenBank：ADF45345.1）。交由南京金斯瑞生物 有限

公司合 成基因并构建质粒。

1.2.2 ALP-VH 融合 蛋 白的表达 将 pET28a（+）/
ALP-VH 重组 质粒转化到大肠杆菌 中，平板划线挑

取单克隆菌 落接种于 LB培养基中。在 37℃下振荡培

养至对 数生长期后，加入 0.5 mmol/L 异丙基硫代半

乳糖苷（isopropyl B-D-thiogalactoside，IPTG）诱导细

菌 产生蛋 白。实验设置 2种转化宿主菌 ：BL21（DH3）和
Rosetta（DH3）；2 种不同温度：22℃和 37℃来对 比

ALP-VH融合 蛋 白的表达情况。在 4℃、12 000 r/min条
件下离心 10 min 收集菌 体，重悬于 1×PBS 中。将收

集到的菌 液进行超声破碎，取沉淀和上 清样品，进行

SDS-PAGE电泳，观察蛋 白产量 及可溶性表达情况。

破碎后的菌 液经离心后取上 清，再通过 HisTrapTM HP
镍柱纯化。最终经 SDS-PAGE 电泳和 Western 印迹

验证，测定 蛋 白浓度后，保存于-80℃备用。

1.2.3 sumo-MBP-VL 融合 蛋 白的表达 通过上 述

方法，初次表达 pET28a（+）/MBP-VL 重组 质粒时，

同样在 2 种转化宿主菌 和 2 种不同温度下进行诱

导，观察蛋 白表达情况。在 pET28a（+）/MBP-VL质粒

上 添加 sumo 序列后，再次表达，观察蛋 白可溶性表

达情况。收集 sumo-MBP-VL融合 蛋 白后通过镍柱纯

化，经 SDS-PAGE 电泳和 Western 印迹验证后，测定

蛋 白浓度，保存于-80℃备用。

1.2.4 竞争法检测雌二醇标准品 在 96 孔微孔板

上 包被羊抗鼠抗体，4℃过夜孵育。第 2 天，用 PBST
（0.05% Tween-20 的 1×PBS）洗液在自动洗板机上

洗涤微孔板。每孔添加纯化后的雌二醇抗体 T18，
37℃孵育 1 h，再用 5%脱脂奶 粉在 37℃孵箱中孵育

2 h 进行封闭。清洗酶 标板后添加稀释过的雌二醇

标准品（100、50、10、5、1、0.5、0 ng/mL）和 E2-ALP 耦

联物 ，37℃反应 1 h。彻底清洗酶 标板后加入ALP底物

（PNPP）37℃避光显色 30 min后，读取 405 nm处的吸

光度值。每个浓度重复测定 5次后，以雌二醇标准品浓

度为横坐标，B/B0 值为纵坐标，绘制标准曲线。计算

平均值和标准差，带入曲线分析试验敏感性。

1.2.5 OE-ELISA 检测雌二醇标准品 在 96 孔板

上 包被 sumo-MBP-VL 融合 蛋 白，4℃过夜孵育。用

PBST 洗液清洗后，每个孔中加入 5%脱脂奶 粉封

闭。将雌二醇标准品分别稀释到 100、50、10、5、1、
0.5、0 ng/mL 后，加入到清洗后的微孔板中。在 37℃
孵育 1 h后再次清洗微孔板。再加入 ALP-VH融合 蛋

白，37℃孵育 1 h后用 PBST进行充分洗涤。最后加入

PNPP显色，读取 405 nm处的吸光度值。对 每个浓度

重复测定 5次，绘制标准曲线，计算实验敏感性。

1.3 统计学处理 使用 SPSS10.0 软件对 数据进行

处理。对 计量 数据进行正态性检验，其中，ｘ±ｓ 表示

各浓度重复测定 数据的平均值及标准差；变异系数

（CV）值表述各组 实验数据的变异系数。将两种方法

测得的数据分别进行回归分析，绘制标准曲线，计算

相关系数 r。
2 结果
2.1 ALP-VH 融合蛋白的表达 经原核系统表达

后，结果 如图 1 所示，在红色方框内已标出相应目

的大小的 ALP-VH融合 蛋 白。观察发现，pET28a（+）/
ALP-VH 重组 质粒成功在大肠杆菌 菌 株中表达目

的蛋 白。通过对 比 SDS-PAGE 胶上 不同诱导条件下

蛋 白条带深浅，观察蛋 白在上 清液及沉淀物 中的相

应含量 ，发现蛋 白在不同菌 株（BL21、Rosetta）和不

同温度（22℃、37℃）下的蛋 白产量 无明显区别，但均

可形成部分可溶性表达。最终选择 Rosetta 菌 株在

37℃下诱导的条件进行大量 表达。在 SDS-PAGE 胶

上 进行大小的确定 ，结果 见图 2A 中 1 号孔内红色

方框所示，得到大小约为 68 kD 的 ALP-VH 融合 蛋

白。用抗 HIS 抗体进行 Western 印迹检测，结果 如图

2B 所示，证明纯化后得到完整的目的蛋 白。
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注：M：Maker; T：细菌 沉淀; S：细菌 上 清液; A：未添加 sumo 标签;
B：添加 sumo标签；MBP-VL：大肠杆菌 麦芽糖结合 蛋 白-抗体轻链可变区
图 3 MBP-VL融合蛋白表达
Fig 3 Expression of MBP-VL fusion protein

注：M：Maker；1：sumo-MBP-VL 融合 蛋 白；2：ALP-VH 融合 蛋
白；N：阴性对 照 ；P：样本；sumo-MBP-VL：小分子泛素相关修饰物 蛋
白-大肠杆菌 麦芽糖结合 蛋 白-抗体轻链可变区；ALP-VH：碱性磷

酸酶 -抗体重链可变区
图 2 蛋白纯化
Fig 2 Protein purification

2.1 sumo-MBP-VL 融合蛋白的表达 pET28a（+）/
MBP-VL 重组 质粒成功在大肠杆菌 菌 株中表达目

的蛋 白。结果 如图 3A 红色方框内所示，观察蛋 白在

上 清液及沉淀物 中的相应产量 ，认为 MBP-VL 融合

蛋 白在不同宿主菌（BL21、Rosetta）和不同温度（22℃、

37℃）下均未形成蛋 白的可溶性表达。pET28a（+）/
sumo-MBP-VL 重组 质粒亦在大肠杆菌 中成功表

达，经 SDS-PAGE 胶验证，发现通过标签的添加使

得蛋 白在不同宿主菌 和温度下均可形成可溶性表

达，结果 如图 3B 红色方框内所示。根据实验结果 ，

选择 Rosetta 菌 株在 37℃下进行诱导的条件，制备最

大产量 的 sumo-MBP-VL融合 蛋 白。将纯化后蛋 白经

SDS-PAGE 胶和 Western 印迹验证，结果 见图 2A 中

2 号孔内红色方框和图 2B所示，得到大小约为 70 kD
的 sumo-MBP-VL 融合 蛋 白。

2.3 竞争法检测雌二醇标准曲线的绘制 竞争

ELISA测定 雌二醇标准品得到的标准曲线如图 4A所

示。当标准品浓度较高 时，游离的雌二醇标准品与

E2-ALP在体系内竞争抗体结合 位点，导致与微孔板

结合 的 E2-ALP减少，吸光度降低 ，曲线呈现负相关。

重复测定 的各浓度标准品的平均值、标准差及 CV已

由表 1列出。通过CV值可以看出实验重复性良好。根

据曲线相关系数 r2 为 0.961，说明曲线相关性良好。

代入数据得到竞争 ELISA最低 检出限为 803 pg/mL。
2.4 OE-ELISA 检测雌二醇标准曲线的绘制 OE-
ELISA 测定 雌二醇标准品得到的标准曲线如图 4B
所示。酶 标板上 成功包被了 VL有效片段对 雌二醇进

行吸附，雌二醇再与 VH 有效片段结合 ，最后经 ALP
和底物 反应进行显色，完成测定 。根据各孔OD405值，

绘制标准曲线。通过曲线可知，标准品与两种融合

蛋 白形成了良好的结合 ，且反应呈线性。根据表 1列

出的各浓度标准品的平均值及标准差数据可得

OE-ELISA 的回归方程为：y=0.029 6x+1.302 9，r2=
0.996 1。各组 重复数据通过表 1 中 CV 值可以看出

实验重复性良好。计算此方法敏感性，可以达到

532 pg/mL 。

注：A：竞争性 ELISA; B：OE-ELISA；OE-ELISA：开放式三明
治酶 联免疫分析
图 4 雌二醇测定标准曲线
Fig 4 Standard curve for the determination of estradiol
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3 讨论
雌二醇是女性体内重要的内源性雌激素[6]，临床

经常用于辅助评价女性卵巢功能[7]。对 于临床常用的

竞争法检测，其测定 雌二醇时，需同时放入标记和

未标记（待测样本）的抗原来竞争包被抗体，被分析

物 的浓度与显色程度成反比[8]（图 5A）。由于其需要

包被有限的抗体来确保两种抗原形成竞争关系，使

得微量 的待测抗原无法有效地被检测到。笔者应用

OE-ELISA 来改善雌二醇的检测方法。此方法的原

理是利用固定 化 VL 片段和可被检测的 VH 片段，

来对 抗原进行夹心测定 。与双抗体夹心检测方法不

同，此方法只需要一种抗体，规避了半抗原难以制

备多个单克隆抗体的问题[9]。OE-ELISA 自提出后，

已被用于瘦肉精等多种物 质的检测[10-11]。本实验将

VH 片段与 ALP 连接，VL 片段与 MBP 和 sumo 标签

连接，来建立检测雌二醇的 OE-ELISA方法（图 5B）。

在与抗体片段融合 的蛋 白的选择上 ，由于 ALP
与常用的辣根过氧化物 酶（horseradish peroxidase，

HRP）相比，得到的实验结果 更稳定 和准确[12]，所以

选择其作为VH 片段的连接物 。ALP-VH 融合 蛋 白

可以直接被检测，缩短了检测所用的时间。并且 VH
与 ALP 的融合 表达，不仅节约时间和成本，而且避

免了抗体片段在标记过程中失活[13-15]。为了满足 VL
片段的顺利表达，笔者选择 MBP 和 sumo 蛋 白作为

其融合 伙伴。其中 MBP 在实验中被证实可以提高

蛋 白的产量 [16-18]，sumo标签被证实可以促进蛋 白的可

溶性表达[19-20]。在本实验中，通过添加 sumo 标签，改

善了 Lim 等[21]建立 OE-ELISA 时所用的 MBP-VL 融

合 蛋 白，实现了包被片段的可溶性表达。添加的MBP
和 sumo 蛋 白在本实验中也起到与酶 标板结合 的作

用，使得 VL 片段的抗原结合 位点充分暴 露 ，便于其

后续与抗原更有效地结合 。

在原核表达的宿主菌 和温度的选择上 ，Rosetta
菌 株被证实适宜应用在具有 T7启动子和稀有密码子

的融合 基因序列的表达中[22]。实验结果 显示，在Rosetta
菌 株中 37℃下进行诱导得到的 sumo-MBP-VL 融合

蛋 白的产量 最佳。

本实验基于 sumo-MBP-VL 和 ALP-VH 融合 蛋

白成功建立了 OE-ELISA方法。在测定 雌二醇时，该

方法比竞争 ELISA在分析敏感性上 提高 了约 1.5倍。

OE-ELISA 方法的建立不仅为雌二醇检测方法的研

究奠定 了基础，也为其他半抗原的检测提供了新的

思路。
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